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ZUSAMMENFASSUNG
Primarkongruenz und Knochenzellverhalten an der Grenzflache
von sofortbelastbaren Implantaten

Baris Yanik
Die Behandlung von Patienten mit sofort- oder friGhbelasteten Implantaten hat das
Interesse an dem Verhalten des umgebenden Gewebes an der
Implantatgrenzflache unter Belastung neu geweckt. Ein neu entwickeltes
Implantatsystem, bestimmt fur die Sofortbelastung, wurde im Tierversuch
(genehmigt durch die Bezirksregierung Munster mit dem Aktenzeichen G90/99
vom 3. Januar 2000) getestet, um die fruhe Gewebereaktion unter Belastung zu
determinieren. In dieser Studie wurden 32 Implantate in den Unterkiefer von
Gottinger Minischweinen inseriert. Die Halfte der Implantate (n=16) wurde sofort
okklusal belastet, die andere Halfte wurde in eine nicht- okklusale Relation
gesetzt. Jeweils zwei Tiere wurden am 1., 3., 14., 21. und 28. Tag nach der
Sofortbelastung getdtet und die Unterkiefer fur die verschiedenen Untersuchungen
aufgearbeitet. Histologische und ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten eine
enge Kongruenz von Knochen und Implantatoberflache, die vom ersten Tag der
Implantatinsertion an zu finden war. Die Phanotypie der adharenten Osteoblasten
war unabhangig von der Applikation okklusaler und nicht-okklusaler Belastungen.
Es zeigten sich auf zellularer und anorganischer Seite keine Unterschiede im
Gewebeverhalten zwischen crestalen und apikalen Implantatbereichen. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass eine Sofortbelastung von speziell entwickelten
Implantaten ohne Abldsung der Knochen/Implantatgrenzschicht oder Stérung der

Osteoblastenphysiologie erfolgen kann.

Tag der mundlichen Prufung: 31.03.2006
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1. Einleitung

1.1 Historische Genese der Zahnimplantate

Der Wunsch verloren gegangene Zahne zu ersetzen ist so alt wie die Menschheit
selbst. Von den Agyptern weill man, dass sie Zahnelemente aus Knochen und
Elfenbein mit Golddrahten befestigt und diese in die Zahnllcken gesetzt und somit
ersetzt haben.

Sudamerikanische Hochkulturen wie Majas und Inkas gingen einen Schritt weiter
und hammerten unmittelbar nach der Zahnentfernung wurzelférmige Implantate
aus Halbedelsteinen ins Zahnfach. Dieser Vorgehensweise folgten auch die
Araber, welche zumeist aus Ochsenknochen geschnitzte Implantate in die leeren
Alveolen gepresst und mit Rosshaaren und Silberdrahten befestigten. Die
Versuche, verloren gegangene Zahne durch homoo- oder alloplastisches Material
zu ersetzen, gehen nach Marziani' (1955) bis in die prakolumbianische Zeit (vor
1492) zurick. Die groRe Anzahl der Misserfolge auf diesem Gebiet im 19.
Jahrhundert liel3 die Implantologie aber vorerst wieder in den Hintergrund treten.
Erst vor ca. 190 Jahren experimentierten Forscher®® mit Kunstzahnen, die in
Wurzelform gegossen oder geschnitzt wurden. Es wurde Gold, Silber, Platin,
Aluminium, Kupfer, Porzellan, Elfenbein und Kautschuk verwendet — jedoch ohne
nennenswerten Erfolg. Es dauerte bis 1909, ehe das erste zweiteilige Implantat
aus einer Iridium-Platin-Legierung von Greenfield® zum Einsatz kam. Er
verwendete hohle Implantatpfosten und beflirwortete Einheilphasen von mehreren
Wochen, ehe es mit einer Zahnkrone versehen werden konnte. 1939 arbeitete
Strock® zum ersten Mal mit Formen nach Art einer Holzschraube aus Chrom-
Kobalt-Molybdan-Legierung (Vitallium). Diese setzte er in frische oder chirurgisch
geschaffene Alveolen ein wie auch Formiggin® (1958) und leiteten damit den
Beginn der heutigen enossalen Implantologie ein. Vielfach wird der Italiener
Formigini® als Griindervater genannt, der Heliokoidalschrauben aus Tantal

verwendete. Danach folgten Cherchéve’ (1962) mit einer Doppelhelix-



hohlschraube, Scialom® (1962) mit seinen Tantalnadeln und Tramonte® (1965) mit
einer selbstschneidenden Implantatschraube.

Im Jahr 1940 wies man nach, dass sich Knochen an Titan anlagern, ein Befund,
der in den sechziger und siebziger Jahren durch zahlreiche tierexperimentellen
Studien, hauptsachlich von Branemark'®, bestétigt wurde. Dieses Phdnomen

bezeichnet man seither als Osseointegration.

Es handelt sich hier um ein Qualitatskriterium far den Erfolg eines
Implantatsystems schlechthin. Somit stellen schraubenférmige Implantate aus
Titan in ihren vielfaltigen Formen den implantologischen Standard dar, an dem alle

anderen neuen erfundenen Systeme gemessen werden.
1.2 Bedingungen an Zahnimplantate

Nach Branemark!" muss lebendes Knochengewebe mit der belasteten
Implantatoberflache ohne dazwischenliegendes Bindegewebe in Kontakt stehen.
Diese Definition des Begriffes ,Osseointegration” ist das Fundament fur die
moderne Entwicklung der dentalen Implantate. Ein optimaler Heilungserfolg, so
Jacobsson'? ist abhangig von der Biokompatibilitit des Implantatmaterials, der
makro- und mikroskopischen Struktur der Implantatoberflache, den Bedingungen
im Implantatbett, einer minimal traumatisierenden Chirurgie, einem
belastungsfreien Heilungsprozess und der Gestaltung der Prothese und der
Langzeitbelastung. Die aquate Osseointegration ist abhangig von der
Knochenheilung. Wahrend der primaren Knochenheilung wird durch stabile
Fixierung ein Einwachsen von Gefalken und mesenchymalen Zellen in den
interfragmentaren  Spalt beglnstigt. Ohne intermediare Form  eines
Zwischenprodukts aus Bindegewebe oder Faserknorpel wird der Spalt mit
Knochen geflllt ohne initiale Resorption durch Osteoklasten. Die
Knochenapposition tritt hier in den Vordergrund und nicht der Knochenersatz.
Bereiche kleiner als 1mm werden nach Schenk'® (1987) langsam und schrittweise
mittels Geflechtknochen uberbruckt. Bei der sekundaren Ossifikation zeichnet sich

durch Differenzierung eines Zwischengewebes aus, welches durch langsamen
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Umbau in Knochen im Rahmen einer ossaren und endochondralen Ossifikation
umgewandelt wird. Da letztere jedoch Monate, ja sogar Jahre dauern kann, ist sie

daher fiir die Implantatheilung véllig ungeeignet. '

1.3 Implantatmaterial

Der Einsatz von Titan, d.h. Reintitan mit einem Eisengehalt von max. 0,5% (meist
jedoch unter 0,1%) ist in der modernen Implantologie obligat. Unter Verwendung
von zylindrischen Gewindeimplantaten aus Reintitan entstand das klassische

1.'® konnte 1990 mit klinischen

Protokoll der Osseointegration. Adell et a
Langzeitergebnissen belegen, dass Titan sich besonders fur Zahnimplantate
eigne. Titan wird erfolgreich als enossales Implantat und Biomaterial eingesetzt.

Seine besondere Eigenschaft ist das Bilden einer stabilen Oxidschicht bei Kontakt
mit Luft und Gewebsflissigkeiten, was zur Korrosionsverminderung fuhrt. Wegen
seiner geringen Dichte wird es zumeist mit Aluminium (Verstarkung bei paralleler
Gewichtsverringerung) und Vanadium (Korrosionsschutz) legiert. Die Erhdhung
der mechanischen Stabilisierung der Oberflacheneigenschaften mittels Titannitrit-
Beschichtung steht in Diskussion. Die heutige Fokussierung liegt derweil auf

Reintitan Implantaten mit unterschiedlichen Oberflachenstrukturen.

1.4 Implantatformen

Zu den momentan  gangigsten Formen  zadhlen  zunachst die
rotationssymmetrischen Formen, d.h. zylindrische und schraubenférmige, als auch
blattférmige Implantate, welche auch als Extensionsimplantate bezeichnet werden.
Die schraubenformigen Implantate sind in ihrer Form der Zahnwurzel
nachempfunden und erreichen durch passgenaue Lageaufbereitung mit
rotierenden Instrumenten durch unterschiedlich geformte selbstschneidende oder
vorgeschnittene Gewindegange ihre primare Stabilitat, wahrend die zylindrischen
Implantate durch Klemmpassung in einem diskret unterdimensioniert praparierten

Lager fixiert werden. Eine angestrebte dauerhafte Osseointegration kann jedoch
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nur erzielt werden, wenn das Lastverteilungsmuster unter funktioneller Belastung
optimal ist. Eine weitere Studie'” beweist 1989 mittels spannungsanalytischer
Uberlegungen, dass das Implantatdesign von wesentlicher Bedeutung ist. Als
optimal erreichbarer Integrationstyp hat sich der direkte Implantat-
Knochenkontakt unter funktioneller Belastung bewahrt.

Die Lagerpraparation zur Verringerung der Distanz zwischen Implantat und
Knochen, Verwendung eines biokompatiblen Materials, Vermeidung von
Relativbewegungen zur Gewahrleistung einer hohen Primarstabilitat und der
Erhalt der Knochenanlagerung fur eine optimale Krafteinteilung Sekundarstabilitat.
Druckreduktion und Vermeidung von Druckspitzen wird durch eine moglichst
grolle Oberflache gewahrleistet, denn die Druck-Zug-Transformation der
parodontalen Aufhangung fehlt dem enossalen Implantat.

Nach Bossler'® (1981) werden durch eine abgerundete Implantatspitze und
abgerundete Gewindegrate Spannungskonzentrationen weitestgehend vermieden
und eine axiale Belastung wird nicht punktformig auf das Implantatlager
ubertragen, sondern Uber den gesamten Spitzenbereich verteilt, was zusatzlich
durch die Optimierung des Konuswinkels verstarkt wurde.

Negative Abscherspannungen werden minimiert, indem das Implantat keine
beanspruchungsarmen oder gar —freien Lagerzonen aufweist, womit die gesamte

Oberflache des Gewindeganges an der Kraftubertragung teilnimmt.

1.5 Wichtige Implantatsysteme und deren Konstruktionsprinzip

Es existiert eine Vielzahl von Implantatsystemen, so dass hier nur auszugsweise

die gangigsten vorgestellt werden konnen.

1.5.1 Branemark-Implantat

Die Implantate von Branemark gelten heute weltweit als das bestuntersuchteste

Schraubenimplantat. Aufgrund hoher Primarstabilitat auch bei geringem



12

Restknochenangebot, lasst sich das Implantat auch zu Fixierung von
Osteoplastiken nutzen. Unerwlnscht ist jedoch die relativ geringe
Rotationsstabilitat. Besonders problematisch gestaltet es sich, wenn die einzige
Rotationssicherung des glatten und unbeschichteten Schraubenimplantats (s.
hierzu auch Abb.2, S.14) im enossalen Teil der Spitze des Implantats im

Augmentat des Kieferhdhlenbodens befindet.

1.5.2 Frialit-2

Das Produkt konsequenter Weiterentwicklung des von Schulte und Heimke
entwickelten Tubinger Sofortimplantats versteckt sich hinter dem Namen Frialit-2-
System. Das charakteristische Design des Stufenzylinders aus polykristalliner
Aluminiumoxid-Keramik ist in 2 differenten Oberflachenmodifikationen (Titan- oder
Apatitbeschichtung) erhaltlich. Die Weiterentwicklung hat nun den Typus der so
genannten  Stufenschraube  geschaffen, die mit selbstschneidenden
Gewindegangen eine rotationsgesicherte  Aufbaumdglichkeit bietet, die
vorgefertigte Implantatteile und einen hohen Grad an Anpassung an die jeweilige
Situation erlaubt (s.Abb.1, S.13)

1.5.3 ITI-System

Zu den grolen Standardimplantatsystemen zahlt auch das von Schroeder und
Sutter eigentlich als transgingival einheilender Hohlzylinder mit rauer Oberflache
entwickelte System. Grundlegendes Entwicklungsziel hier war die transgingivale
Einheilung und die OberflachenvergroRerung durch Aufrauhen mittels TPF-
Beschichtung. Die Konstruktion gewahrleistet einen mdglichst geringen
Knochendefekt bei gleichzeitig maximaler Oberflache zur Kraftibertragung. Das
ITI-Bonefit-System enthalt drei verschiedene Grundimplantattypen: Hohlzylinder-,
Hohlschrauben- und Kompaktschraubenimplantat (s. Abb2, S.14 )
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1.5.4 Ankylos Implantat

Nentwig und Moser kreierten ein ablativ-raues Titanschraubenimplantat mit
strukturierter Oberflache. Das Kreisbogenprofil bietet in der Spongiosa nach apikal
nicht nur vertikalen, sondern auch horizontalen Kraftvektoren eine maximale
Ubertragungsflache. Die Reduktion von belastungsbedingten Einbriichen im
Kortikalisbereich gewahrleistet ein polierter zervikaler Bereich von 2mm, der einer
kraftschlissigen Verzahnung mit der Kortikalis entgegenarbeitet. Zur Fixierung der
Suprastruktur wird das Konusprinzip angewandt, das durch zusatzliche thermische
Verspannung eine mechanische Dauer- und Rotationsstabilitat erzielt.

Abbildung 1. Frialit-2: FRIOS
Von links nach rechts:

Titanbeschichtung,
Apatitbeschichtung,
Tiefenstrukturierung




14

Abbildung 2. Implantatsysteme nach Branemark und ITI Bonefit

Im linken Bild ist das zylindrische Implantatsystem nach Branemark dargestellt. Es zeichnet sich
durch eine glatte und nicht beschichtete Oberflache aus. Im rechten Bild sehen wir ein ITI Bonefit
Implantat, das im Vergleich zu Branemarks deutlich schlanker und beschichtet ist.

Abbildung 3. Verwendetes Implantat der Studie

Eine aus Reintitan hergestellte  konische
Implantatschraube wird in dieser Versuchsreihe
getestet. Die Oberflache des Implantats wurde an
der Implantatschulter und an der Implantatspitze mit
Mikrorillen einer Tiefe von 20 ym und einer Breite
von 40um versehen, um einen optimierten
Osteoblasteneinwuchs zu garantieren.
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1.6 Implantateinheilung

Die gunstigste realisierbare Einheilungsform bei enossalen Implantaten ist der
funktionell belastbare, unmittelbare Implantat-Knochenkontakt. Einige Autoren
empfehlen hier zur Erreichung der Osseointegration eine Entlastung oder eine
zumindest subkritische Belastung analog der allgemeinen Frakturheilung'®?°. Der
Zeitpunkt der funktionellen Belastung ist abhangig von der zu erwartenden
Knochenregeneration, die zu einer belastungsfahigen Osseointegration flhren
soll. Eine bewahrte Einheilungszeit fur den Unterkiefer liegt bei ca. 3 Monaten, bei
sehr spongidsen Knochenarealen sollte aber auch bis zu 6 Monate abgewartet
werden. Fur den eher spongidosen Oberkiefer empfiehlt es sich eine Mindestzeit
von 4 Monaten zumeist aber 6 Monate abzuwarten'"?". Die Reevaluierung des
Protokolls nach Branemark und die Verkirzung von Einheilzeiten gewinnt in der

dentalen Implantologie zunehmend an Bedeutung.

1.6.1 Ultrastrukturelle Gesichtspunkte der Implantateinheilung

Die Osseointegration ist charakterisiert durch einen lebenslangen Prozess von
Knochenbildung und Knochenadaption. Ahnlich den Vorgédngen der allgemeinen

2223 |3uft nach

Wundheilung nach Masuda® oder der primaren Knochenheilung
der Hamostase unter Bildung eines Fibringerinnsels die Fibrinolyse mit der
angiogenetisch unterstutzten Formation eines losen Bindegewebes ab. Das sich
der Neovaskularisation anschlieRende Osteoblastenrekruitment von Stammzellen
aus dem Knochenmark aktiviert die Mesenchymzellen aus dem

GefaRbindegwebe®*?°2°

. Unbestritten ist zudem der Einfluss von begrenzten
Entzindungsreaktion, vermittelt durch Mediatoren wie Interleukine, Eikosanoide
und Chemokine, auf die Knochenbildung?’. Die weitere Osteogenese vollzieht
sich Uber die Zwischenstufen des Rekruitments, der Proliferation und die
Differenzierung der Osteoblastenzellen®®. Die von differenzierten Osteoblasten
sezernierte Matrix tragt zur Mineralisation bei, die eine unorganisierte

Knochenmasse, den Geflechtknochen, entstehen lasst. Das Remodeling wandelt
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letztlich den Geflechtknochen in Lamellenknochen um. Wichtige Begriffe im
Zusammenhang mit der Knochenbildung an Implantaten sind die
Osteokonduktion, Osteogenese, Osteoinduktion und Osteopromotion.

Die Osteokonduktion beschreibt die Oberflacheneigenschaft, Knochenbildung zu
induzieren mittels ,osseosympathischer® Oberflachenstrukturen die zur
fibringestiitzten Adhasion nach Davies®® von osteogenetischen Zellen fiihren.
Weitere Adasivproteine halten zum Einen die osteogenetischen Zellen an der
Oberflache, zum Anderen regulieren sie auch ein Attachment der
Osteoblasten®*?°,

Die Osteogenese kennzeichnet die Stimulierung der Proliferation von
Osteoprogenitorzellen und der biosynthetischen Aktivitdt der Osteoblasten. Ein
weiterer Stimulus geht zudem noch von einer Reihe an Wachstumsfaktoren

aus30,31

. der chirurgische Eingriff als solcher stellt schon einen Reiz flr das
Rekruitment von Osteoblasten dar.

Die Osteoinduktion steht fur das Rekruitment von mesenchymalen Stammzellen,
die sich zu Osteoblasten differenzieren. Die Implantatoberflache ist nicht
osteoinduktiv.

Die Osteopromotion steht fur die Steuerung der Knochenbildung in bestimmten
Arealen, die durch die Anwendung von Membranen bei der guided bone
regeneration (GBR, gesteuerte Knochenregeneration) erreicht wird (Himmerle)*.
Fir die Knochenbildung entscheidend ist die Osteoblastenaktivitat. Der Osteoblast
entsteht aus mesenchymalen Stammzellen und differenziert terminal zum
Osteozyten. Osteoblasten regulieren die Mineralisation der Matrix und
synthetisieren sie aus Kollagen Typ | und knochenspezifischen Proteinen. Zudem
agieren sie als autokrine Regulationszellen, die Wachstumsfaktoren
synthetisieren und in den Knochen einbauen. Ebenso vermitteln sie die
systemischen und physikalischen Signale, die das Rekruitment von Osteoklasten

einleiten, welches wichtiges Faktoren beim Remodelling und Repair sind.*
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1.6.2 Matrixproteine

Die Matrixproteine sind verantwortlich fur das Attachment , Spreading, Adhasion,
Migration und die Synthese der extrazellularen Matrix und sind charakterisiert
durch eine spezifische RGD Sequenz (Arginin-Glycin-Asparaginsaure), die als
Bindungsstellen fiir Integrine und Rezeptoren dienen®. Eine groRe Familie von
Adhasionsmolekulen, die hauptsachlich als Rezeptoren fur Matrixproteine dienen,
sind die transmembranstandigen Integrine (Cell-Surface-Rezeptoren)®. Es sind
Heterodimere, die aus je einer a- und einer B-Untereinheit bestehen, die nicht
kovalent untereinander gebunden sind.

Integrine binden ihre Liganden mit einer relativ geringen Affinitat, jedoch ist die
Aviditat der Integrine streng reguliert®®. Sie kénnen Wechselwirkungen zwischen
der ECM und dem Aktin des Zytoskeletts in beide Richtungen vermitteln (,in-side-
out” und ,out-side-in“), sind abhangig von der Prasenz zweiwertiger lonen und
dienen als Signaliibertrager (Faull’’, Dedhar®®, Calderwood™).

Ein wichtiges Matrixprotein ist das Fibronectin. Es bindet Kollagen, Fibrin und
Heparin und mittels Integrine sogar Zellen wie mesenchymale Stammzellen
(MSC)®. Dies fordert den Prozess der Differenzierung von Osteoblasten*®*'.
Durch das Anhaften an einer alloplastischen Oberflache beeinflusst Fibronectin
die Zell/Zell- und die Zell/Oberflachen-Adhasion®**?. Davies et al.** und Thomas et
al** sprechen sich hingegen dafiir aus, dass Fibronectin primar fiir die Zell/Zell-
Adhasion verantwortlich sei und sekundar fur die Adhasion an alloplastischen

Oberflachen®**.

Das extrazellulare, calciumbindende Protein BM-40 (SPARC, Osteonectin) wurde
erstmals von Termine et al.*® als eines der wichtigsten, nicht-kollagenen Proteine
in bovinem und humanem Knochen beschrieben und mit Osteonectin bezeichnet.
Im weiteren Verlauf stellte sich heraus, dass dieses Protein mit SPARC (Secreted
Protein Acidic and Rich in Cysteines), einem Protein, das von Endothelzellen und
Fibroblasten sekretiert wird*®, und BM-40, einem aus dem Basalmembran

produzierenden Engelbreth-Holm-Swarm-Tumor (EHS-Tumor) isolierten Protein®’,
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148 t 49

identisch ist™. Osteonectin bindet an Hydroxylapati sowie an Kollagene vom
Typ 1*°, Typ Il und 111 *°, Typ IV *" sowie Typ V . Interessanterweise beobachtet
man bei Kollagen I-defizienten Mausen einen verschlechterten Einbau von
Osteonectin in die extrazellulare Matrix®?. Die Kollagenbindungsstelle befindet sich
in der EC-Domane und konnte wie bereits erwahnt durch gezielte Mutagenese

und Réntgenstrukturanalyse lokalisiert werden >3
1.7 Zielsetzung

Eine groBe Anzahl von Untersuchungen beschreibt die konventionelle
Osseointegration von Implantaten nach der Einheilungsphase. Es hat sich gezeigt,
dass die Einheilung, ob bindegewebig oder kndchern, nicht vom Biomaterial allein,
sondern von der biomechanischen Stabilitat in der Einheilphase abhangig ist.
Entscheidende Faktoren hierbei sind die Knochendichte des Implantatlagers, das
Implantatdesign, die Mikromorphologie der Implantatoberflache und die
Kongruenz zwischen Implantat und Knochen.

Ziel dieser Studie war es, eine Implantatform zu entwickeln, die eine
Primarkongruenz und eine optimierte Belastungsverteilung an der Oberflache
mittels einer Finite Element Analyse (FEM). Es hat sich nach mehreren
experimentellen Untersuchungen herausgestellt, dass nicht die Sofortbelastung
als ausschlaggebende Grolle, sondern das Ausmall an Mikrobewegungen im
Interface zwischen Implantat und Knochen in der Einheilphase die verantwortliche
GroRe ist. Aus dieser Uberlegung heraus hangt die Osseointegration von
knéchernen Dehnungseffekten ab, den Mikrobewegungen in der Belastungszone,
gemessen in der Einheit Strain.

Schwerpunkt der Untersuchung war die initiale Gewebereaktion an der
Grenzflache, vor allem die Primarkongruenz und Osteoblastenreaktion unter

Sofortbelastung histologisch zu evaluieren.
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2. Material

2.1 Das Implantat

In dieser Tierexperimentellen Studie wurden neue, aus Reintitan hergestellte,
konische Implantatschrauben (Medartis, Basel, Schweiz) von einer Lange von
10mm und einem Durchmesser von 4,1 mm an der Implantatschulter untersucht.
Die optimale Implantatform wurde mit Hilfe einer Finiten Element Methode (FEM,
englisch: finite element method ) berechnet. Die Finite-Elemente-Methode ist das
am haufigsten eingesetzte Verfahren zur Berechnung komplexer Konstruktionen
im Maschinenbau, im Apparatebau, in der Fahrzeugtechnik oder im Luft- und
Raumfahrttechnikwesen.

Der Einsatz erfolgt dabei nicht nur fir Standardprobleme der
Festigkeitsberechnung und der Schwingungs- und Stabilitdtsuntersuchung,
sondern auch fur Spezialaufgaben, wie z.B. fur Aufgaben der Bruch- und
Kontaktmechanik oder bei extrem grolen Deformationen und plastischen
Beanspruchungen. Die mittels FEM errechnete Implantatform gewahrleistet unter
physiologischer Belastung (1500-3000 pstrains) eine homogene Stress- und
Strainverteilung auf der Implantatoberflache. Ferner wurden die Oberflachen der
Implantate an der Implantatschulter und an der Implantatspitze mit Mikrorillen
einer Tiefe von 20 um und einer Breite von 40um versehen, um einen optimierten
Osteoblasteneinwuchs zu garantieren. Die Grenzbedingungen waren eine
vertikale Last von 300 nm bei normaler Knochendichte und direktem Implantat-

Knochenkontakt.

2.2 Die Versuchstiere

Als Tiermodell dienten acht mannliche Géttinger Minipigs im Alter von 14 bis 16
Monaten mit einem durchschnittlichen Gewicht von 35 kg. Alle Tiere wurden im
Zeitraum von August 2001 bis Januar 2002 im Tierstall der Westfalischen
Wilhelms-Universitat betreut und unter vergleichbaren Bedingungen in

Einzelboxen gehalten. Die Minischweine als Versuchstiere erwiesen sich in
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friheren Implantatstudien als erfolgreiches Modell. Genehmigt wurde die
experimentelle Studie am 3. Januar 2000 durch die Ethikkommission der
Universitat Munster unter der Bezugsnummer G90/99.

Als vorbereitende Mallnahme wurde den Minipigs der zweite Pramolar bilateral im
Unterkiefer extrahiert und eine ossaren Neustrukturierung zu gewahrleisten.
Samtliche chirurgischen Eingriffe wurden im daflr vorgesehenen Operationssaal
unter aseptischen Bedingungen durchgefuhrt.

In Ubereinstimmung mit dem Versuchsplan wurden 16 Implantate in die
ausgeheilten Extraktionsalveolen mit einer Lange von 10 mm und einem
Durchmesser von 4,1 mm inseriert. 16 weitere Implantate mit denselben
Abmessungen wurden in die Primatenlicke als Vergleichsgruppe implantiert.
Somit wurden in jedem Unterkiefer seitengetrennt zwei Vergleichsgruppen
untersucht mit je zwei okklusal belastete Implantate, implantiert in den
Extraktionsalveolen und zwei nicht-okklusal belastete Implantate, eingebracht in

der Primatenliicke.



Abbildung 4. Anatomie des Schweinekopfes
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. Os incisivum

. Os nasale

. Os lacrimale mandibulae

. Foramina lacrimalia mandibulae
. Maxilla

. Foramen infraorbitale

. Os zygomaticum (Processus temporalis)
. Processus frontalis ossis zygomatici

. Processus zygomaticus ossis temporalis
. Os frontale
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Processus zygomaticus ossis frontalis

Linea temporalis

Crista nuchae

Tuber faciale

Porus acusticus externus

Condylus occipitalis

17. Processus paracondylaris
18. Corpus mandibulae

19. Processus coronoideus

20. Processus condylaris
mandibulae

21. Ramus mandibulae

22. Foramina mentalia lateralia
23. Incisura vasorum facialium
24. Dentes incisivi superiores
25. Dens caninus superior

26. Dentes incisivi inferiores

27. Dens caninus inferior

28. Dentes premolares superiores
29. Dentes molares superiores
30. Dentes premolares inferiores

31. Dentes molares inferiores



2.3 Verwendete Gerate

Implantate

Serienschnitt-Mikrotom, D-Messer

Wasserbad

Trockenschrank US/UL-Typ

Mikroskop Typ 28512

Mikroskop Typ LEO 1530 VP

Fotomikroskop Typ 114

Winkelstuck mit Wasserkupplung

Ratsche

Rosenbohrer

Gewindeschneider
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Firma Medartis, Basel, Schweiz

Jung, Heidelberg, Deutschland

Walter F. C. Ebel, Hamburg, Deutschland

Memmert, Schwabach, Deutschland

Wild, Heerburg, Schweiz

Oberkochem, Deutschland

Nikon, Japan

KaVo, Deutschland

Firma Medartis, Basel, Schweiz

Komet, Deutschland

Firma Medartis, Basel, Schweiz
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2.4 Verwendete Narkotika und Anasthetika

Stresnil Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland
Ketamin Ceva Tiergesundheit, Dusseldorf, Deutschland
Atropin Braun, Melsungen, Deutschland

Toétungsmittel T61 Hoechst, Frankfurt a. M., Deutschland

Articain Hoechst, Frankfurt a. M., Deutschland

2.5 Verbrauchsmaterialien

Objekttrager Superfrost, Dako, Hamburg
OP-Handschuhe Biogel, Regent, Broxbourne, England
Einwegspritzen Amefa, Kriffel, Deutschland
Skalpelle Nr. 15 Feather Industries, Japan
Probengefalie Glaskuvetten, Waldeck, Deutschland
Fotofilm, Kodak Color Kodak, Eastman, Rochester, USA

Deckglaser Typ 38116; 24*60mm  Menzel, Braunschweig, Deutschland



2.6 Verwendete Chemikalien

Aceton

Alkohol 100% Isopropanol

Alkohol 96%

Alkohol 90%

Alkohol 70%

Alkohol 50%

Anilinol — Alkohol

Antikorper

Antikorper (20 nm Gold)

Aqua dest.

Carboxylol

Celloidin — Ather

Eiessig — Alkohol

Essigsaure

Ethylendiamin-tetraessigsaure
(EDTA)

Zentralapotheke der Uniklinik Minster

Zentralapotheke der Uniklinik Minster

Zentralapotheke der Uniklinik Manster

Zentralapotheke der Uniklinik Minster

Zentralapotheke der Uniklinik Minster

Zentralapotheke der Uniklinik Minster

Zentralapotheke der Uniklinik Minster

Takara Chemicals, Japan

British Bio-Cell, International

Zentralapotheke der Uniklinik Minster

Merck, Darmstadt, Deutschland

Chroma, Diagonal, Minster, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

24
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Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Orange G Merck, Darmstadt, Deutschland
Paraffin I, II, Ill, IV (DMSO) Sherwood-Medical, St. Louis, USA
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland

PBS-Puffer, Phosphatpuffer

nach Sorensen (pH 7,4) Merck, Darmstadt, Deutschland
Propan Westfalengas Munster, Deutschland
Stickstoff flissig Westfalengas Munster, Deutschland
Xylol Merck, Darmstadt, Deutschland

3. Angewandte Methoden

3.1 Anasthesieverfahren

Die Sedierung der Minipigs wurde mit einer Kombination aus Ketamin, Atropin und
Stresnil® durchgefihrt. Die Menge des Injektionsnarkotikums stand in Relation
zum Gewicht der Tiere, so dass eine empfohlene Dosis von 10 mg/kg Ketamin,
0,06 ml/kg Atropin und 0,03 ml/kg Stresnil® eingehalten wurde. Die intramuskulare
Injektion  erfolgte  mittels Einwegspritze und Einwegkanule in die
Nackenmuskulatur. Der Wirkungseintritt der Anasthetika belief sich auf ca. 10 — 15
Minuten nach Applikation. Die Spontanatmung blieb stets erhalten und die

Narkosetiefe wurde anhand des Lidreflexes regelmalig dberpruft. Bei
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nachlassender Narkosetiefe wurde Ketamin und Stresnil® nachinjiziert. Das
Ketamin besitzt eine analgetische und sedative Wirkung, letztere wird durch
Stresnil verstarkt. Das Atropin hemmt hierbei die Speichelsekretion. Zusatzlich zur
Allgemeinanasthesie wurde das Operationsgebiet mit 2 ml Ultracain® mit dem
Wirkstoff  Articain anasthesiert, um eine ausreichende Blutarmut im

Operationsgebiet zu gewahrleisten.

3.2 Operatives Vorgehen

Die operativen Eingriffe an den Minipigs erfolgten in dafir speziell vorgesehenen
Operationssalen unter aseptischen Bedingungen. Nach erfolgter intramuskularer
Injektion des Anasthetikums und dessen Wirkungseintritt wurde zur lokalen
Analgesie im Operationsgebiet Ubergegangen. Es erfolgte die Ausstanzung der
Mucosa in den Bereichen der Implantatinsertion.

Mit einem Pilotbohrer wurde die Lange und die Neigung der Implantatachse im
Raum  festgelegt. @ Mit standardisierten  Instrumenten, gemall den
Herstellerangaben, wurden die Bohrldcher bis zur gewlinschten Grolde erweitert.
Jede Bohrung erfolgte unter standiger steriler Wasserkiuhlung mit geringem
Anpressdruck. Die Implantate wurden mit einer eigens dafur hergestellten Ratsche
im Knochen eingebettet. Zwei Implantate, je Kieferhalfte einer, wurden nun mit
einer Einheilkappe ohne okklusale Belastung verschlossen. Zwei weitere
Implantate, wiederum je Kieferhalfte einer, wurden mit Kronen zur Aufnahme der
Kaukrafte mit okklusaler Belastung versehen. Hierbei wurde besonders sorgfaltig
die Okklusion mittels Okklusionsfolie auf einen vertikalen Kontaktpunkt mittels
Diamantfraser eingeschliffen. Nach Insertion der Implantate erfolgte die Reinigung
des Operationsgebietes mit physiologischer Kochsalzlésung. Nach dem
Aufwachen aus der Narkose bekamen die Tiere eine regelmafiige Nahrungs- und

Wasserzufuhr.
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Abbildung 5. Operationsgebiet vor Einsatz des Implantats

Abbildung 6. Einschleifen des Kontaktpunktes mittels Okklusionsfolie



3.3 Das Implantationsprotokoll
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Minipig | Implantate | Belastungsregion | Keine Explantationszeitraum
(Anzahl) Belastung

I 4 35, 45 Primatenliicke | Nach 1. Tag
beidseits UK

Il 4 35, 45 Primatenlicke | Nach 3. Tag
beidseits UK

1l 4 35, 45 Primatenliicke | Nach 14 Tagen
beidseits UK

A 4 35, 45 Primatenlicke | Nach 14 Tagen
beidseits UK

V 4 35, 45 Primatenlicke | Nach 21 Tagen
beidseits UK

Vi 4 35, 45 Primatenlicke | Nach 21 Tagen
beidseits UK

Vi 4 35, 45 Primatenlicke | Nach 28 Tagen
beidseits UK

VI 4 35, 45 Primatenliicke | Nach 28 Tagen
beidseits UK

Tabelle 1. Ubersicht iiber Dauer des Implantateinsatzes als auch der Implantationsregion

3.4 Postoperative Versorgung der Versuchstiere

Die Minipigs wurden kontinuierlich klinisch Uberwacht. Nahrungsaufnahme und

Korpergewicht wurden regelmafig kontrolliert. Das Implantationsgebiet wurde

regelmaldig auf Zeichen der Wundinfektion Uberprift.
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3.5 Probengewinnung

Hierflr wurde nach einem Tag, nach drei Tagen post Implantation jeweils ein Tier
getotet, zwei Tiere nach 14 Tagen, zwei nach 21 Tagen und schlieBlich zwei nach
28 Tagen. Die Tétung erfolgte mittels intrakardialer Injektion von T61 und der
implantattragende Anteil des Unterkiefers wurde mit einer Trennscheibe unter
permanenter Kochsalzkihlung osteotomiert. Nun konnten extraoral kleinere an
den Implantaten gelegene Knochenareale vom Explantat zerteilt und fur die
histologischen Untersuchungen aufgearbeitet werden.

Die Proben wurden randomisiert, jeweils fur Immunhistologie, Rasterelektronen-
Transmissionselektronenmikriskopie und  Technovit. Die Praparate zur
histologischen und immunhistologischen Analyse wurden in 4%-gepuffertes
Paraformaldehyd (pH 7,4) fixiert.

Abbildung 7. Zerteilung des Explantat zur histologischen Aufreinigung



30

3.6 Probenfixierung

Die osteotomierten Gewebssticke wurden sofort fur 4 Stunden in 4%iges
Paraformaldehyd gegeben, dessen pH-Wert durch 0,1M PBS-Puffer nach
Sorensen abgepuffert wurden. Es folgten drei weitere Auswaschungen mit 0,1M
PBS-Puffer (pH 7,4) um Rickstande des Fixierungsmittels aus dem Praparat zu
entfernen. Im Anschluss erfolgte die Entkalkung und Erweichung der Praparate in
20% EDTA mit 0,2% Paraformaldehyd, bis die Entkalkung sichtbar wurde.
Nachdem die Proben vollstandig demineralisiert waren, wurden sie durch eine
aufsteigende Alkoholreihe entwassert. Die Praparate befanden sich jeweils 24
Stunden nacheinander in 50%, 70%, 90%, 96% und schliel3lich 100% Alkohol.
Dieses Vorgehen vermeidet unerwinschte Interaktionen mit hydrophoben
Farbechemikalien und ermdglicht ein besseres Schneiden der Praparate.
AnschlieRend wurden die Praparate zur Entfernung ihrer Alkoholanteile zunachst
fur 24 Stunden in Zedernholzdl und dann fur weitere 24 Stunden in ein Gemisch
aus Zedernholzdl und Paraffin gelegt. Nach Eintauchen der Proben in Paraffin I, II,
[l und IV fir jeweils weitere 24 Stunden bei einer Temperatur von 60°C, wurden
sie achsengerecht in passende Blockformen mit Paraffin eingebettet.

Die Serienschnitte wurden mittels eines Serienschnitt-Mikrotoms gefertigt. Die
einzelnen Schnitte, deren Dicke 8-10um betrug, wurden in einem auf 40°C
erwarmten Wasserbad zur Entfaltung gebracht und zu jeweils 2 Praparaten auf
einen mit 0,5% Poly-L-Lysin beschichteten  Objekttrager aufgezogen.
AnschlieBend wurden die Praparate auf den Objekttragern in einem

Trockenschrank bei 50°C getrocknet und danach hitzefixiert.



Abbildung 8. Proben vor der Fixierung und Entkalkung

3.7 Histologische Untersuchungsmethoden

Die Aufarbeitung erfolgte durch folgende Standard- und Spezialfarbung:

1. Immunolabeling in vivo

2. Immunolabeling in vitro

31
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3.8 Das Immunogold-Labeling

Die Methode des Immunolabeling dient der spezifischen Markierung und Farbung
von Strukturen einer Probe. Hierbei behandelt man das zu untersuchende Objekt
mit Antikdrpern, welche entweder mit Fluorochromen, Farbstoffen oder
Reaktanden, welche einen Farbstoff umsetzen, beladen sind. Antikorper sind fur
die immunologischen Prozesse, sowohl im menschlichen, als auch im tierischen
Organismus, von entscheidender Bedeutung und dadurch charakterisiert, dass sie
an spezifische Antigene binden. Dies ermdglicht eine sehr selektive Markierung
von zu untersuchenden Gewebsbestandteilen. Allerdings lagern sich die
Antikorper meist nicht nur an das zu untersuchende Antigen, sondern auch
unspezifisch an andere Moleklle, welche im Gewebe vorhanden sind. Bei dieser
unspezifischen Bindung handelt es sich meist um ionische Wechselwirkungen und
sind aus diesem Grunde nicht sehr affin. Durch diese unerwlinschte Bindung
kommt es bei der Farbung zu einer Hintergrundmarkierung, welche die
lichtmikroskopische Betrachtung naturlich erschwert. Um diesen Faktor zu
minimieren, setzt man deshalb vor der Markierung Serum hinzu, fdtales
Rinderserum-Albumin (BSA). Die darin enthaltenen Proteine konkurrieren mit den
unspezifischen Bindungsstellen, jedoch nicht mit den selektiven Epitopen der zu
untersuchenden Antigene. Eine Bindung der Antikdrper an andere Molekule wird
SO minimiert.

Die Immunogold Elektronen Mikroskopie ist die analoge Methode zur Fluoreszenz
Mikroskopie. Dunne Sektionen werden erst mit dem spezifischen Antikorper, dann
mit dem sekundaren Antikorper behandelt. An diesem ist ein Goldpartikel
gebunden, welches elektronendicht ist und als schwarzer Punkt sichtbar wird.
Selbst dinne Schnitte haben eine gewisse Dicke. Um zu verhindern, dass die
Goldpartikel nur die oberste Schicht einfarben, muss die Farbung vor dem
EingielBen in Harz geschehen. Dazu sind Partikel von 1 nm Durchmesser am
besten geeignet. Da so kleine Partikel aber nicht sichtbar sind, wird zusatzliches

Gold oder Silber chemisch angeheftet.
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Das Immunogold-Labeling fir diese Untersuchungsreihe begann mit einer
unterschiedlich dauernden Fixierung der Proben mit Implantat in 3%
Paraformaldehyd. AnschlieBend wurden die Proben mit primaren Antikorpern,
Anti-Fibronectin,  Anti-Fibronectin-Rezeptor und Anti-Osteonectin  (Takara
Chemicals, Japan) in einer Verdinnung von 1:200 in einem Zeitintervall von einer
Stunde inkubiert. Nach einer weiteren Stunde Inkubation der Proben mit
sekundaren Antikorpern (British Bio-Cell International, Cardiff, GB), die an 20nm
grol’e Goldpartikel gebunden waren, wurden die Proben mit einer Silber Losung
(British Bio-Cell International, Cardiff, GB) reichlich gewaschen. Das Protein A-
Gold (Fa. British Biocell International, Cardiff, GB) ist ein aus Bakterien isoliertes
Protein, das an der FC-Region der verwendeten Antikorper (IgG) bindet und mit
20 nm grolRen kolloidalen Goldkérnchen markiert ist.

Die Proben wurden spater durch eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert,
gefriergetrocknet und mit Kohlenstoff bedeckt. Diese Objekte wurden mit einem
LEO 1530 VP Mikroskop betrachtet und mit Proben ohne Immunogold-Labeling

verglichen.

4. Ergebnisse

Die Histologie bestatigt den klinischen Befund, der gut integrierten sofort
belastbaren Implantate. Alle Implantate waren monokortikal verankert. Der direkte
Implantat-Knochen- kontakt zeigte sich ohne Inkongruenzen Uber die gesamte
Lange der Implantatoberflache. Die histologischen Bilder der occlusal belasteten
Implantate ahneln den occlusal nicht belasteten Implantaten an der Knochen-
Implantatoberflache Uber die ganze Dauer der Studie hinweg. Die histologischen
Analysen der Knochen-Implantatschnittstelle offenbaren einen wohlbekannten
Kontakt zwischen Titanoberflache und dem knochigen Implantationsbett.
Gelegentlich fugten sich interzellulare Zellschichten zwischen Knochen und Titan
ein. Verbindende Gewebsanteile aus BlutgefalRen und Fibroblasten wurden selten

zwischen Knochen und Titan beobachtet.
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Hoéhere MikroskopvergroRerungen zeigten Knochenzellen, die direkt an der
Titanoberflache anliegen. Osteoblasten, die der Implantatoberflache auflagen,
zeigten deren typische Morphologie. Die Immunohistochemie der Zellen der
Implantatoberflache zeigte die Synthese von Osteonectin und Osteocalcin in
deren verschiedenen Entwicklunsgsstadien. Die Zellen zeigten zudem die
Tendenz, sich durch flache polygonale Strukturkonfigurationen netzartig Uber die
Oberflache auszubreiten. Die Osteoblasten zeigten alle Zeichen einer normalen
Zellfunktion, einschlieBlich mehrere Mitochondrien und einem ausgedehnten
endoplasmatischen Retikulums. Occlusale Belastungen flhrten zu keinen
besonderen Veranderungen der Knochen-Implantat Grenzflache und waren mit
den nicht-occlusalen vergleichbar. Proben mit gebrochenen Implantatanteilen und
Knochenresten zeigten, dass die Starke der Knochen-Implantat-Bindung mit dem
am Implantat umliegenden Knochengewebe vergleichbar ist. Auffallig war vor allen
Dingen die Fahigkeit der Zellen sich in die Mikrorillen einzubetten. Die frakturierten
Exemplare demonstrierten die direkte Bindung der Osteoblasten an die
Titanoberflache sehr deutlich. Prominent ist hierbei der Zell- und Matrixiberzug
der Titanoberflache in einigen Arealen. Die Adhasion der Zellen und der
extrazellularen  Matrixproteine war vom ersten Tag des Knochen-
Implantatkontaktes bis zum Ende der experimentellen Studie hinweg zu
beobachten, unabhangig von der Art der Belastung (occlusal/nicht-occlusal). Das
Anhaften der Zellen wurde z.T. durch extrazellulare Matrixproteine vermittelt.
Glatte Zellen hafteten an der Oberflache und wiesen somit auf eine Zelladhasion
hin, die abhangig vom fokalen Kontakt ist, was von in vitro Untersuchungen
bestatigt wurde. An der Implantatoberflache organisierte sich zudem die Skizze
einer Kollagenmatrix. Nach eingangiger Prufung der mikroskopischen Befunde
der extrazellularen Matrix, verdichtete sich der Verdacht eines zeitabhangigen
Mineralisationsprozess. Kleine Kristalle in der Eiweil3schicht, die der
Titanoberflache anliegt, wuchsen in 14 Tagen zu kleinen Knochenkndtchen
zusammen. Sie wuchsen entlang der frisch synthetisierten Kollagenfasern der
Kollagenmatrix und waren von bereits existierenden Mineralien kaum zu

unterscheiden.
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Das Immunogold-Labeling bestatigte, dass Zellen an der Titanoberflache vom
ersten Tag der Implantatinsertion an fahig waren, sich zu normalen Knochenzellen
zu differenzieren. In der dem Titanimplantat anliegenden Schicht schien eine stets
physiologisch normale Synthese der Proteine zu erfolgen. Die Bindungsproteine,
Fibronectin und der Fibronectinrezeptor wurden bevorzugt an den Kontaktstellen
zwischen Osteoblasten und der Titanoberflache gefunden (s. Abb.8 S.31, Abb 9
S. 35, sowie Abb. 10 und 11, S.36).

Markant war zudem die groRe Anzahl an Markerprotein Osteonectin in der
Umgebung der Zellen an der Implantatoberflache (s. hierzu auch Abb. 10-12,
S.36/37). Ein Hinweis darauf, dass die Zellen in ihrem funktionsfahigem und
differenzierten Zustand verblieben. Die Immunoreaktivitdt des Osteonectins
sicherte ein diffuses homogenes extrazellulares Farbemuster entlang der

gesamten Implantatlange.

FHT =00 kY Will= 10mm  Sgnalh=EE1

Abbildung 9. Fibronectin und Fibronectinrezeptor

Bei einer 100um VergréRerung zeigt sich ein stark vernetztes Zellgerust aus Fibronectin und
Fibronectinrezeptoren (linkes Bild). Rechts stellt eine nochmalige 10 fache VergrofRerung der linken
Bildebene dar.

Die Untersuchung hinterlie® keinen Hinweis auf eine Diskrepanz zwischen dem
Auftreten von Fibronectin, Fibronectinrezeptoren und Osteonectin an den

unterschiedlich belasteten Implantaten.
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{ EMT= 500kv WD= 9mm Signal A=5E1 { EMT= G00KY WD= Smm Signael A= SE1

Abbildung 10. Antifibronectin gelabelte Zellen

Die gelabelten Zellen wurden auch hier anschlieRend mit Gold tiberzogen und in 100um
Vergroflerung (links) aufgenommen. Rechts sehen Sie eine 10 fache Vergrofierung der linken
Ebene.

Auf der Suche nach Titanpartikeln im umliegenden Gewebe als auch in der
Grenzflache fand sich nur eine geringfligige Freisetzung von Titan aus dem
Implantat. Hohe Auflésung der Gewebemorphologie- und
Gewebeelementverteilung der dem Implantat angrenzenden Schicht bestatigte
aulRerdem, dass Zellen und die Komponenten der mineralisierten extrazellularen
Matrix die Detektierbarkeit von Titanpartikeln verschlechterten. Die untersuchten
Gewebeschnitte sicherten den Eindruck eines Aufbaus von Hydroxyapatit der

normalen Knochengewebe aufgrund der dafur gefundenen Mengen an Calcium

und Phosphor in der Gewebematrix.

Abbildung 11. Osteonectin

Die linke Aufnahme zeigt einen dichten diffusen homogenen Belag von Osteonectin entlang der
Implantatoberflache bei einer VergréRerung von 10um. Das rechte stellt eine 10 fache
VergroéRRerung der linken Bildaufnahme dar.
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Abbildung 12. Osteonectin in hoher
Auflésung

In einer weiteren 5 fachen VergroRerung
der Bildebene erkennt man einen diffusen
homogenen und dichten Zellrasen aus
Osteonectinzellen.

Bei Betrachtung der sehr feinen Schnitte der Grenzflachen des Implantats mittels

der Transmissions-Elektronen-Mikroskopie zeigte sich eine scharfe Abgrenzung

bedingt durch eine vermehrte Apposition von kalziumhaltigen Knochengewebe an

der Titanoberflache. In einigen Bereichen war deutlich eine nanometerdiinne

Schicht unmineralisierter Matrix in direktem Kontakt zur Titanoberflache zu

erkennen.

L
EHT= 500k WD= 8mm Signal A= SE1

Abbildung 13. Fibronectin in hoher
Auflésung

Die Abbildung zeigt die Antifibronectin
gelabelten Zellen in einer Auflésung von
2um in einer Mikrorille der
Titanoberflache. Gut lasst sich das
Einnisten der Zellen entlang der
Kollagenfasern erkennen.



38

5. Diskussion

Die Osseointegration, d.h. die Verankerung des Zahnimplantats im Knochen durch
direkten Implantat-Knochenkontakt, ist unbestritten das allgemein anerkannte
Einheilungsprinzip der dentalen Implantologie. Da sich als Implantatmaterial das
Titan wegen seiner Biokompatibilitat und besonderen mechanischen
Eigenschaften als obligates Material der Wahl bewahrt hat, bedarf es der
Fokussierung auf andere Aspekte, die der Osseointegration forderlich sind. Die
Implantatform veranderte sich im Zuge der Jahre, jedoch hat sich die Anwendung
von konischen Implantaten durchgesetzt. Diese bieten den Vorteil einer besseren
Primarstabilitat und eine gunstigere Belastungsweitergabe an den Knochen. Durch
den kortikalen Eintrittsbereich des Implantats kommt es zu weniger
Knochenresorptionen, wie Behneke®, Dietrich® und Spiekermann®® es an IMZ
Implantaten schon haufig feststellten. Der ausschlaggebende Faktor hierflr kdnnte
nach Joos®’ die gleich bleibende Spannungsverteilung entlang der zylindrischen
Implantate sein, was aus einer neueren Studie Uber die Spannungsverteilung
unterschiedlicher Implantatformen hervorgeht.

Nach Nentwig und Moser® ist die optimale Primarstabilitit vorwiegend durch eine
spezielle Gewindegeometrie zu erreichen, denn die Belastungsweitergabe an die
Spongiosa unter Entlastung der Kortikalis erfullt so ein progressives Gewinde. Es
darf hierbei aber nicht aul3er Acht gelassen werden, das die Knochendichte einen
ebenso groBen Einfluss auf die Osseointegration hat wie die
Behandlungsplanung, das  chirurgische  Vorgehen, Einheilzeit  und

Belastungsphase®*®®¢! Bej

gleicher  Oberflachenkonfiguration  weisen
Schraubenimplantate eine groldere Knochenkontaktflache auf als
Zylinderimplantate®.

Bei exakter Lagepraparation ist mit fast jedem Implantat in allen
Knochenqualitaten eine Primarstabilitdt zu erreichen, bedenkt man dabei die
Anpassung an die jeweilige Situation durch besondere Details, wie z.B. auf den
Verzicht eines Gewindeschneiders und die Ausnutzung von Gewindegangen auf

spongidsem Lager. Da konische Implantatformen weitgehend im Lager versenkt
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werden und die Herstellung eines geflhrten Gewindes moglich ist, ist mit dieser
Implantatform eine gute bis optimale Primarstabilitat zu erzielen.

Laut Albrektssson et al.®®

weisen die Interfaces, d.h. die organischen Schichten
zwischen alloplastischem Material und der mineralisierten Knochenmatrix,
unterschiedliche Dicken und Morphologien auf. Dies geht aus sieben Studien an
Hund, Ratte und Hase hervor. In einer Studie von Sennerby (1991/1992)% an
Mensch und Hasen mit CpTi Schraubenimplantaten fand man 2 Schichten : eine
100-100 nm dicke amorphe Schicht ohne Kollagen und Knochenzellen und eine
50-100 nm dicke mineralisierte Schicht zum Knochen hin. Davies und
Lowenberg® fanden bei einer in vitro Studie mit Titanscheiben an Ratten ebenfalls
2 Schichten: eine 500 nm dicke afibrillare kalzifizierte Zone und eine 500 nm dicke
dicht gepackte Kollagenfaserschicht. Jarcho®® entdeckte eine 50-200 nm dichte
mineralisierte  kollagenfreie Schicht bei einer Studie am Hund mit
Keramikbeschichteten Implantaten. Die Unterschiede in der Interfacebeurteilung
mag nicht nur Materialabhangig gewesen sein , sondern auch daran liegen, dass
unterschiedliche Stadien des Interfaceremodellings betrachtet wurden®.
Albrektssons® aufgestellte Hypothese besagt nun, dass zunichst eine
unmineralisierte kollagenhaltige Fasermatrix sich an der Implantatoberflache
ablagert. Wahrend der Osteogenese mineralisiert diese Matrix. Laut Steflik et al. ®°
sind in den Regionen initialer Osteogenese Kollagenfasern, amorphes Material
und Osteoblasten entdeckt worden.

Uber Kollagenfasern und deren Auslaufern kommunizieren die Osteoblasten mit
den Osteozyten der mineralisierten Matrix. Kanalikuli (interdigitating Canaliculi)
verbinden die Osteozyten miteinander und reichen bis zur Implantatoberflache, so
dass okklusale Belastung direkt vermittelbar wird. Diese Form der
Informationsvermittlung lieRe Osteozyten und Osteoblasten reagieren und in die

Matrix einschwemmen.

Die Implantatoberflache ist der wichtigste Faktor der optimalen Osseointegration.

Die Auswirkungen eines glatten und rauen Implantathalses auf die

| 66

Stressverteilung im kortikalen Knochenbereich untersuchte Hansson et al.”” Eine
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aufgeraute Oberflache wirde einer  Knochenresorption in diesem Areal
entgegenwirken.

Die effektive Oberflache enossaler Implantate resultiert aus der Summe von
Mikro- und Makrostrukturen, die eine optimale Primarstabilitat, Biomechanik und
Osseointegration bedingen. Der Einfluss der Oberflache auf den Implantat-

Knochenkontakt und die Verankerungsfestigkeit haben viele Autoren untersucht.

Wilke et al.®” untersuchte unterschiedlich raue Oberflachenstrukturen auf deren
Verankerungsfestigkeit im Knochen mit der Feststellung, dass sandgestrahlte,
geatzte oder Plasmaspitzbeschichtete (TPS) Implantate 5-7-fach hohere
Explantationswerte bzw. Ausdrehwerte zeigten als glatte Oberflachen. Buser et
al.%®® demonstrierte aufgrund seiner Studie zur Beurteilung des prozentualen
Anteils an direktem Implantat-Knochenkontakt eine Korrelation zwischen einer
ansteigenden Rauhigkeit und Implantat-Knochenkontakt. In einer in vivo Studie
am Hasen verglich Wennerberg et al.®® 3 verschiedene Oberflichen: glatt-
gedreht, gestrahlt mit 25 und 250 um. Er untersuchte die Ausdrehwerte, den
Knochen-Implantatkontakt und die lonenabgabe. Dabei stellte sich heraus, dass
die Ausdrehwerte flr die 250um gestrahlte Oberflache am hochsten und fir die
glatte am niedrigsten war. Der Knochen-Implantatkontakt lag fur die gestrahlte
Oberflache ebenfalls hoher als fur die glatte. Die lonenabgabe blieb unbeeinflusst.
Somit resiimierte Wenneberg et al.*°, dass eine raue Oberfliche positiv auf die

Verankerungsfestigkeit von Implantaten wirkt.

GroBner-Schreiber’® untersuchte inwieweit unterschiedliche Titan-Oberflachen die
Osseointegration beeinflussen. Der in vitro Modellversuch zeigte, dass
Osteoblasten auf rauen und porésen Titanoberflachen mehr Kollagen
synthetisierten und zeigten eine deutlich gesteigerte Mineralisation unter Erhalt
der fur Knochen typischen Zusammensetzung.

Keine signifikanten Unterschiede bezlgliche der Zellzahl auf Titanoberflachen
oder CaP-beschichteten Oberflichen konnte Ong et al.”" feststellen. Ein hdheres
Zellattachment stellte hingegen Qu et al.’”? fest. Dabei untersuchte er das

Verhalten von Osteoblasten aus Ratten an verschiedenen rauen
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Oberflachenstrukturen. Keine Zellorientierung fand er auf glatten Oberflachen. Er
fuhrte zusammen, dass raue Oberflachen einen positiveren Einfluss auf das
Verhalten von osteogenetischen Zellen haben und somit die Osseointegration

unterstitzen.

Misch™ sieht in der unbelasteten Einheilphase (vgl.Branemark™) die optimale
Voraussetzung fiir die Osseointegration von dentalen Implantaten. Nach Brunski’®
fuhren Makrobewegungen zu einer bindegewebigen Einkapselung , wahrend
Mikrobewegungen bis zu 100um zu keiner nennenswerten Beeintrachtigung der
Osseointegration flhren.

Nach 4 Wochen lieR Hashimoto et al.”® in einer Studie am Affen eingesetzte
Implantate belasten. Die histologische Auswertung erfolgte nach 3 Monaten mit
dem Resultat, dass alle Implantate osseointegriert waren und keine Anzeichen
einer fibrésen Entkapselung zeigten. Das gleiche stellte Deporter et al.”” fest, als
er in seiner Studie Hunde mit Titanschrauben und konischen Implantaten

versorgte und nach 6 Wochen belasten liel3.

Die Osseointegration erfolgte auch hier ohne Ausbildung eines fibrosen Gewebes.
Corigliano et al.”® liessen Einzelzahnversorgungen mit Implantaten an Makaken
durchfihren und diese nach 2 Wochen belasten. Auch hier wurde ein hoher
Knochen-Implantatkontakt festgestellt. Eine kompaktere Knochenstruktur bei
belasteten im Vergleich zu unbelasteten Implantaten stellte Piatelli et al.”® fest. Er
lie® Schraubenimplantate an Makaken nach 30 Tagen belasten mit dem Ergebnis
eines besseren Implantat-Knochenkontaktes fur die belasteten Implantate.

Schnitman et al.®°

stellte in seiner Studie fest, dass eine Abhangigkeit von der
Knochendichte und der Eliminierung von extremen Bewegungen flr den Erfolg der
sofort belasteten Implantate verantwortlich ist. Salama et al®’ lieR 2 Patienten mit
Implantaten sofort belasten und stellte fest, dass alle Implantate erfolgreich
osseointegriert waren. Anhand dieser klinischen Studie stellte er Richtlinien flr die
Sofortbelastung auf. Keine signifikante Beziehung zwischen Implantattyp und

Verlustrate stellte Chiapasco et al.®? fest. Fiir ihn sind die Knochendichte und die
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Implantatlange und  -breite wichtige Faktoren fir die Osseointegration von

sofortbelasteten Implantaten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigten auch die Studien von Lavos-Valereto et
al.®® und Simmons et al’*., die in der friihen und spaten Postimplantationsphase
einen optimalen Implantation-Knochenkontakt auf Elektronenmikroskopischer

Ebene feststellten. Murai et al.®®

blickte noch tiefer und fand eine netzartig
strukturierte Schicht zwischen Implantat und Knochen, die aus Zellcorpi und
mineralisierten Zonen bestand. Einblicke in die ultrastrukturellen Prozesse an der
Implantat Grenzflache unter sofortiger Belastung sind daher wichtig flr das
Verstandnis fur das klinische Endresultat durchgefuhrter Implantatprotokolle. Der
histologische Uberblick (iber den Knochen-Implantatkontakt dieser Studie zeigt
eindeutige Kongruenz zwischen Implantat und umliegendem Gewebe. Ein direkter
Kontakt zwischen Implantat und Knochen war Uber die ganze Oberflache zu
beobachten, und dies unabhangig von der Dauer der Postimplantationsphase.
Ahnlich wie Sowden und Schmitz®® schon in ihrer Studie belegten, Zeigte sich
eine optimale Adaption des gesamten Knochens an die Titanoberflache auf
ultrastruktureller Ebene.

Die Ergebnisse des Immunogold-Labelings offerierten zudem nicht nur
mineralisierte Knochengewebe auf der Titanoberflache, sondern auch an die
Oberflache fest haftende Osteoblasten wie schon Qu et al.”® es in ihren Studien
belegten.

187 denn auch hier

Diese Beobachtung ist kongruent mit denen Jayaraman et a
bestatigte sich die Erwartung, dass die Entwicklung von Knochen-Implantat
Interfaces direkt proportional abhangig ist von den Interaktionen zwischen der
Knochenmatrix und Osteoblasten mit der Titanoberflache. Die Auswertung der
ultrastrukturellen Analysen dieser Studie ergab, dass sich Zellen bevorzugt an
bestimmten Adhasionsstellen der Titanoberflache anheften. Sie zeigten alle
phanotypischen Merkmale von vollstandig funktionsfahigen Osteoblasten die sich
im weiteren Verlauf zu differenzierten Knochenzellen weiterentwickelten. Wie

schon Herman et al.®® und Slot et al.®® in ihren Ausfilhrung richtig bemerkten,
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liegen auch schon frihere Untersuchungen zum Adhasionsverhalten von
Osteoblasten an Titanoberflachen vor, sowie deren Proliferation und
Differenzierung im Interface, jedoch ohne den Oberflacheneigenschaften
sonderliche Beachtung zu schenken. Dies ist insofern interessant und zugleich
unverstandlich, da mesenchymale Zellen, unreife Progenitorzellen, besonders
empfindlich auf Oberflacheneigenschaften reagieren, da sie abhangig von der
Lokalisation reifen und sich ortsabhangig zu skelettalen Phanotypen
differenzieren®.

Klrzlich durchgefuhrte Studien haben zudem gezeigt, dass phanotypische
Expression von Osteoblasten abhangig von der Implantatoberflachen ist. Zellulare
Eigenschaften wie die Formierung des Zytoskeletts, die Zelladhasion und die
Interaktion mit anderen Zellen sind Faktoren, welche die Fahigkeit einer Zelle zur
Anpassung an eine Oberflaiche bestimmen®'. Qu et al.”> und Anselme et al.%*%
zeigten, dass die Zellen sich tendenziell eher in gerillten Oberflachen statt in
glatten anheften. ZellkOrper und Zellskelette konnten sich hierbei besser in den
Mikrorillen der Implantatoberflachen einnisten und anpassen, was die Ergebnisse
dieser Studie klar belegen. Fibronectin, Fibronectinrezeptoren und Osteonectin
wurde von den anhaftenden Progenitorzellen in den Mikrorillen synthetisiert und
wies auf eine ungestorte Funktionsfahigkeit von Osteoblasten nach der Insertion
hin. Die Anwesenheit von Fibronectin und Fibronectinrezeptoren. Vaskulare
Verbindungen zeigten sich in den Analysen dieser Studie nur geringfugig, was
dem Konzept der Hydrophobie von Geist-Gerstorfer® entspricht, der erklarte, dass
konventionelle Titanoberflachen zu hydrophob seien und somit Blut und Serum
abstollen wirden. Im Allgemeinen fuhren hydrophile Oberflachen zu einer
verbesserten Zellaffinitat, wohingegen die Proteinadsorption durch hydrophobe

Oberflachen gefdrdert wird®> %697,

Schon andere Autoren bewiesen, dass Fibronectin und Fibronectinrezeptoren ein
stabiles Attachment zwischen Zellen und Biomaterial induzieren®®. Die in dieser
Studie durchgefihrten histochemischen Untersuchungen zeigten auflerdem eine

/.99

erhohte Anzahl an Osteonectin im Interface. Wie schon Roach et a und

Sagakuri et al.'® bestatigten ist Osteonectin unabdingbar fiir das Wachstum und
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die GroRe von Hydroxyapatitkristallen. Die weit reichende Verteilung dieses
Kalzium bindenden Proteins scheint einen grolRen Einfluss auf das
belastungsabhangige Geweberemodelling zu haben, denn die Auswertung ergab
eine Korrelation osteoblastischer Differenzierung und Mineralisierung wie es auch

/101 1.'%2 in ihren Studien beschrieben. Unter

schon Résner et al'~'. und Johansson et a
schwacher Vergroferung lie® sich im Mikroskop eine eindeutige Differenzierung
an Knochenzellen und die Synthese von Signalinduzierenden und
Knochengewebe aufbauenden Proteinen beobachten'®. Die hier durchgefiihrte
Untersuchung belegt, dass auch Zellen im direkten Implantatkontakt nichts an
ihrer Funktionsfahigkeit einblissen, sondern weiterhin alle fir die Einheilphase

physiologischen Proteine synthetisieren und differenzieren.

Wie schon Wiess et al.'® und Lacouture et al.”® in ihren Studien zeigten,
exprimieren Osteoblasten Fibronectin schon wahrend der frihen Osteogenesis.
Dies wiederum vermittelt Zellkontakt und das Ausbreiten von Knochenzellen. Die
hier durchgefuhrten Untersuchungen schlieRen sich klar den Ausfihrung von
Jayaraman et al.®” an, die ganz klar belegen, dass eine gerillte Titanoberflache
ein besseres Zellattachment und somit zu einer viel hdheren Synthese und

Expression von ECM Proteinen fuhrt.

Die lokale mechanische Umgebung des Implantats wahrend und nach der
Implantation hangt zudem von den einwirkenden Kraften und dem Implantat-
Knochenkontakt ab, so dass bestimmte Implantatformen zu einer optimalen
osseointegration fuhren, da sie gunstige mechanische Belastungen fur die
Knochenentwicklung im periplantaren Gewebe schaffen®” % Aufgrund dieser
Erkenntnisse kénnen wir zusammenfassend sagen, dass eine ungestorte
Osseointegration ein Ergebnis des Makrodesigns mit charakteristischer
dreidimensionaler Form ist. Es begunstigt eine optimale lokale mechanische
Belastung im frihentwickelten Interface, die der Primarstabilitdt und der
Osseointegration forderlich ist, und verhindert punktuelle hohe Belastungsgrade
im Interface. Die Mikrorillen der Oberflache schaffen die optimale Umgebung fur

die Adhasion von mesenchymale Zellen.
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Der Proliferation von mesenchymalen Stammzellen folgt die Differenzierung in
Osteoblasten und die Ausbildung von extrazellularer Matrix. Eine Reihe von
weiteren Signalproteinen wird als Folge dieser Prozesse sezerniert, was zur

weiteren Entwicklung des Gewebes beitragt.

Das knorpelige Gewebe kalzifiziert, es kommt zum Einsprossen von Blutkapillaren
und die extrazellulare Matrix wird entsprechend den funktionellen Anforderungen
umgebaut. Aus Vorlauferzellen neu gebildete Osteoblasten bilden Knochenmatrix,
die durch ihre trabekularen Strukturen alle Charakteristika primarer Spongiosa
aufweist. All dies fuhrt zu einer schnelleren Erholung des Patienten, kirzeren

Rekonvaleszenzphasen durch eine optimale Primarstabilitat des Implantats.
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6. Zusammenfassung

Die Behandlung von Patienten mit sofort- oder friihbelasteten Implantaten hat das
Interesse an dem Verhalten des umgebenden Gewebes an der
Implantatgrenzflache unter Belastung neu geweckt. Ein neu entwickeltes
Implantatsystem, bestimmt fur die Sofortbelastung, wurde im Tierversuch
(genehmigt durch die Bezirksregierung Munster mit dem Aktenzeichen G90/99
vom 3. Januar 2000) getestet, um die frihe Gewebereaktion unter Belastung zu
determinieren. In dieser Studie wurden 32 Implantate in den Unterkiefer von
Gottinger Minischweinen inseriert. Die Halfte der Implantate (n=16) wurde sofort
okklusal belastet, die andere Halfte wurde in eine nicht- okklusale Relation
gesetzt. Jeweils zwei Tiere wurden am 1., 3., 14., 21. und 28. Tag nach der
Sofortbelastung getotet und die Unterkiefer fur die verschiedenen Untersuchungen
aufgearbeitet. Histologische und ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten eine
enge Kongruenz von Knochen und Implantatoberflache, die vom ersten Tag der
Implantatinsertion an zu finden war. Die Phanotypie der adharenten Osteoblasten
war unabhangig von der Applikation okklusaler und nicht-okklusaler Belastungen.
Es zeigten sich auf zellularer und anorganischer Seite keine Unterschiede im
Gewebeverhalten zwischen crestalen und apikalen Implantatbereichen. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass eine Sofortbelastung von speziell entwickelten
Implantaten ohne Ablosung der Knochen/Implantatgrenzschicht oder Stérung der

Osteoblastenphysiologie erfolgen kann.
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7. Summary

The treatment of patients with early or immediate loaded dental implants has
renewed interests in the behaviour of osteoblasts at the implant surface under
load. A newly designed dental implant, indicated for immediate loading, was tested
in vivo for early stages of osteoblast behaviour at the implant surface. In this study
32 implants were placed in the mandible of eight minipigs. Half of the implants (n =
16) were immediate loaded under occlusal contacts, and implants placed in non-
occlusal relations served as a control. Two animals each were sacrified at day 1,
3, 14, 21 and 28 of implant loading and mandibular block specimens processed for
the different investigations. Histological and ultrastructural analysis revealed an
intimate attachment of osteoblasts to the material surface beginning at day 1.
Application of either occlusal or non-occlusal load did not alter the phenotypic
morphology of intimately attached osteoblasts. These results indicate that
immediate loading of dental implants can be performed without disruption of the
titanium/bone interface or disturbance of osteoblast physiology in the early loading

phase.
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